LIGANDI DEL TRACE AMINE-ASSOCIATED RECEPTOR1 (TAAR1): SVILUPPO DI ANALOGHI SINTETICI DELLE TIRONAMINE by MALVASI, ROSSELLA MARIA
  
UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI PISA 
 
 




Tesi di Laurea: 
 
“LIGANDI DEL TRACE-AMINE 
ASSOCIATED RECEPTOR 1 (TAAR1): 





Relatori:                                                                 Candidata: 
 
Dott.ssa Simona Rapposelli                Rossella Maria Malvasi 
 
 




 ANNO ACCADEMICO 2011/2012 
       
  
  Indice 
 
  INTRODUZIONE GENERALE…………………………5 
 
1. Introduzione………………………………………...............5                                                                                                               
 
2. Distribuzione tissutale della 3-iodotironamina           
         (T1AM)………………………………………………………11                                                                                                 
 
3. Effetti farmacologici di T1AM……………………….........15                                                                                   
 
4. Ruolo delle amine traccia in disturbi patologici e  
          recettori TAAR1 quale bersaglio per nuove terapie…....14                       
 
5. Struttura e farmacologia del recettore hTAAR1  
        (Trace amine-associated receptor 1)…………………….15                                                             
 
a. Studi struttura attività di agonisti del recettore                             
hTAAR1………………………………………………15                                                                 
b. Effetto delle modifiche strutturali della TAs                                 
sull’interazione TAAR1……………………………..19                                          
c. Modalità simili di legame tra T1AM e Tiramina….20                       
      
6. Correlazione struttura-attività-studi                                                   
farmacoforici del TAAR1…………………………………..22                                              
 
  
a. Analoghi di β-PEA come agonisti   
del recettore TAAR1………………………………22                                                                                                          
b. Composti imidazolici come agonisti 
di TAAR1…………………………………………...24                                                                                                                  
c. Antagonista selettivo del recettore associato 
                  ad amine traccia (TAAR1): scoperta di EPPTB…26                        
 
 
7. Agonisti del recettore TAAR1……………………………28                                                                                     
 
8. Prospettive future riguardo il recettore 
hTAAR1…………………………………………………….30                                                                                                                                                                   
 
 
INTRODUZIONE ALLA PARTE SPERIMENTALE …32       
 
 
PARTE SPERIMENTALE……………………………….44                                            
 
 
BIBLIOGRAFIA…………………………………………58                                 
                                                                                          INTRODUZIONE GENERALE 
 
 











                                                                          INTRODUZIONE GENERALE 




Negli ultimi anni di ricerca, il Prof. Scanlan e il suo gruppo di studiosi, hanno 
osservato l'importante ruolo svolto dalla 3-iodotironamina (T1AM), un derivato 
endogeno degli ormoni tiroidei, che interagisce con recettori di membrana 
associati a proteina G (GPCRs), svolgendo azioni non genomiche. Le tironine 
sono aminoacidi, la cui decarbossilazione porta a derivati feniletilamminici 
chiamati tironamine. Le tironamine, infatti, sono derivati metabolici delle tironine 
T3 (triodotironina), T4  (3,3',5'-triiodotironina o tiroxina) e rT3 (reverse 
triodotironina), con caratteristiche strutturali e meccanismi metabolici comuni. La 
struttura delle tironamine differisce da T4 e T3 solo per quanto riguarda l'assenza 
del gruppo carbossilico della catena laterale di alanina. THs (tironine) e TAMs 
(tironamine) sono designati con Tx e TxAM, rispettivamente, dove la "x" indica il 
numero di atomi di iodio per molecola, seguendo così le stesse regole per la 
nomenclatura. Fino ad ora, solo 3-iodotironamina (3-T1AM) e tironamina (T0AM) 
sono state rilevate in vivo, utilizzando la cromatografia liquida-spettrometria di 
massa tandem (LC-MS/MS). 3T1AM e T0AM hanno dimostrato di esercitare 
effetti acuti e drammatici sulla frequenza cardiaca, temperatura corporea ed 
attività fisica, inducendo uno stato simile a torpore, ma anche effetti secondari 
sulla funzione neurocognitiva. Nonostante le prime pubblicazioni risalgano al 
1951, solo a partire dal 2004 le tironamine furono sviluppate in un'area 
indipendente di ricerca e fu descritta la sintesi e le proprietà biologiche della 
T1AM (3-iodotironamina)
1
. T4,  è la tironina prodotta in maggior quantità dalla 
ghiandola tiroidea ed è presente in circolazione come proormone. La tiroxina 
subisce un processo di deiodinazione a carico dell'inner ring che porta alla 
formazione di rT3, il cui ruolo biologico non è stato ancora chiarito, mentre la 
deiodinazione a carico dell'altro anello porta alla formazione di T3, che presenta 
una elevata affinità per il recettore tiroideo; infine, dalla deiodinazione e 
decarbossilazione enzimatica di T4 si ottiene T1AM. (Figura 1) 
. 
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Figura1:  Produzione endogena di T1AM a partire dal precursore T4 
 T1AM è un potente attivatore del recettore associato alle amine traccia 
(TAAR1)
24
, ma non risulta affine né al recettore TR degli ormoni tiroidei né ai 
classici recettori delle amine biogene. T1AM è presente in concentrazioni 
piuttosto basse (pari a 0,1-10μM)  nel cervello, fegato, cuore e sangue. Allo scopo 
di individuare la distribuzione dei recettori TAAR, è stato prodotto T1AM di 
sintesi ed iniettato in topi alla concentrazione fisiologica (0.3nM). I risultati 
ottenuti sono stati valutati tramite real time PCR quantitative, evidenziando 
l’espressione di recettore TAAR, nel sangue, cistifellea, stomaco, intestino, fegato 
e reni. Per quanto riguarda il metabolismo è stato evidenziato che la 3-
iodotironamina è substrato della sulfatrasferasi, responsabile della solfatazione del 
gruppo fenolico, inoltre, viene prontamente convertita ad acido 3-iodotiroacetico, 
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Figura 2: Schema dei possibili metaboliti di T1AM 
 Lo scopo biologico di questa conversione è probabilmente un meccanismo di 
disattivazione, come la solfatazione e la glucuronazione. La deiodinazione 
enzimatica svolge un ruolo importante nell’attivazione dell’ormone tiroideo dalla 
forma latente T4 alla forma attiva T3. Questo percorso di attivazione è mediato da 
deiodinasi DIO1 e da DIO2. Inoltre DIO3 media il probabile meccanismo di 
disattivazione di T4 a rT3. (Figura 3) Le deiodinasi rappresentano il maggior 
pathway per la produzione di T1AM. Per le sue caratteristiche strutturali, T1AM, 
costituisce un ottimo substrato delle aminossidasi, in particolar modo per le MAO 
(monoaminossidasi) e SSAO (semicarbazide-ossidasi amino sensibile).
11
 
 La T1AM, analogamente al TSH (ormone stimolante la tiroide) T3 (triodotironina) 
e T4 (tiroxina), è presente in circolazione per lo più legata a proteine e in 
particolar modo alla apolipoproteina B-100 che funge da vettore per la 
circolazione di questa molecola. Tale legame potrebbe fornire il meccanismo di 
trasporto di T1AM nelle cellule target. Inoltre sono coinvolte in questo 
meccanismo di trasporto alcuni trasportatori di membrana. Tra i più importanti si 
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annoverano: le vescicole trasportatori di amine (VMAT2), trasportatore della 
dopamina, trasportatori di ioni organici come OATP1A2 (SLCO1A4), OATO1C1, 
MCT8P e l’ATP sintetasi mitocondriale, mediante i quali viene trasportato nel 




































































Figura 3: processi di decarbossilazione e deiodinazione enzimatica degli ormoni  
                 tiroidei  T4 e T3 
 
                                                                          INTRODUZIONE GENERALE 
- 9 - 
 
La somministrazione di T1AM esogena determina generalmente risposte opposte 
a quelle prodotte dagli ormoni tiroidei, l'iniezione intraperitoneale genera, infatti, 
ipotermia, seguita da depressione respiratoria, e riduzione del ritmo cardiaco.
3
 
L'ipotermia determinerebbe un potenziale beneficio neuroprotettivo in caso di 
danno ischemico, in particolare per l'ictus, con meno effetti collaterali rispetto ai 
composti sintetici.  Tale composto è coinvolto nella modulazione  della secrezione 
di insulina e svolge il ruolo di neuromodulatore mediante l’inibizione del reuptake 
della dopamina e noradrenalina a livello sinaptico. Le tironamine per le loro 
caratteristiche sono implicate nell’emicrania, psicosi, ADHD (attention deficit 
hyperactivity disorder), Parkinson, schizofrenia, depressione, epilessia e 
attualmente sono ampiamente studiate nell’ambito dei disordini alimentari. 
Recenti studi hanno dimostrato che la somministrazione di T1AM induce una 
riduzione del grasso corporeo, dovuta all'utilizzo di lipidi, come carburante 
energetico a spese dei carboidrati. Tale effetto è stato dimostrato dall’aumento dei 




Figura 4: Effetti di T1AM, dopo i.p., sull’incremento di chetoni nelle urine  
 
Ciò rende questo tipo di composti interessanti per lo sviluppo di farmaci ad 
attività ansiolitica, antidiabetica e soprattutto antiobesità. Da qui nasce l’interesse 
di sintetizzare analoghi sintetici delle tironamine e sebbene la struttura e la 
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funzione biologica del TAAR1 umano (hTAAR1) non sia stata ancora chiarita, 
esistono porzioni farmacoforiche comuni tra RO5166017 (agonista selettivo di 
TAAR1), β-PEA e T1AM che rappresentano un punto di partenza per la sintesi di 
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2. DISTRIBUZIONE TISSUTALE DELLA 3-
IODOTIRONAMINA  (T1AM) 
 
Diversi studi relativi ai possibili meccanismi d’azione hanno dimostrato che 
T1AM può attivare recettori extracellulari come il recettore associato ad amine 
traccia (hTAAR1) e il recettore α 2A adrenergico; può inoltre modulare il 
trasporto di membrana di  neurotrasmettitori. (Figura 6) 
 
Figura 6: Distribuzione di T1AM nell’organismo umano 
 
 
La valutazione della distribuzione endogena nei tessuti e nel sangue di T1AM ha 
evidenziato una distribuzione variabile di T1AM radiattivo nell’intestino (19%), 
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La T1AM è presente a livello delle sinapsi e dei neuroni del sistema nervoso 
centrale, la sua concentrazione nel siero è simile a quella dell’ormone tiroideo T3 
e inferiore di due ordini di grandezza rispetto a T4. Questa molecola subisce 
deiodinazione enzimatica convertendosi in T0AM (tironamina), anch’essa 
riscontrata nel siero. 
 
 
3. EFFETTI FARMACOLOGICI DI T1AM  
 
L’interesse farmacologico per T1AM e per il recettore hTAAR1, scaturisce dalle 
evidenze farmacologiche osservate negli studi degli ultimi anni dal Prof. Scanlan 
e dal suo gruppo di studiosi. Nonostante l’attenzione si sia concentrata sulla 3-
iodotironamina, essa non è l’unica amina traccia coinvolta in processi fisiologici, 
infatti, nei mammiferi le maggiori amine traccia sono la tiramina (TYR), la 
triptamina (TRY), β- feniletilammina (β-PEA) e l’octopamna (OCT). Da studi in 
vivo, è stato osservato, che una singola dose di T1AM induce rapidamente 
depressione metabolica, ipotermia, cronotropia negativa
3-4
, inotropia negativa, 
iperglicemia, riduzione del quoziente respiratorio, chetonuria e riduzione della 
massa grassa. Contrariamente agli ormoni tiroidei  che determinano un aumento 
della frequenza cardiaca (effetto cronotropo positivo) e della forza di contrazione 
del miocardio (effetto inotropo positivo); tale effetto indotto da T1AM non è, 
tuttavia, conseguenza dell’ipotermia. Il battito cardiaco passa dai 600 ai 350 battiti 
al minuto, 3-T1AM inibisce anche la pressione aortica sistolica e il flusso 
coronarico. Da altre analisi è stato dimostrato l’alterazione dell’omeostasi del 
calcio e del potassio, con una riduzione dei pool di calcio nel reticolo 
sarcoplasmatico. Dunque, l’effetto cronotropo e inotropo negativo come 
incremento della resistenza a lesioni ischemiche, è possibile attribuirla agli effetti 
indotti sull’omeostasi intracellulare del calcio. Inoltre, il tasso metabolico, 
l’attività del cuore, la temperatura corporea, i livelli di glucosio nel sangue sono 
normalizzati nel giro di 6-8 h dopo l’iniezione, la riduzione del quoziente 
respiratorio persiste per circa 24 h. La riduzione del tasso metabolico è invece 
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misurata in termini di decremento di VO2 da 2,5 a 1,8 ml*g*h entro 5 min. 
L’iniezione sia di 3-T1AM sia di T0AM, riduce la temperatura corporea entro 30 
min approssimativamente di 8°C a EC50 di 59 e 178µmol/Kg di peso corporeo.  
Altro effetto importante è l’iperglicemia,  l’incremento di glucosio nel sangue è 
completamente invertito dopo circa 8 h ed è accompagnato da una diminuzione 
dei livelli di insulina nel plasma e dall’aumento della concentrazione di glucagone. 
L’effetto sulla massa grassa, evidenziato dall’aumento di chetonuria, conferma 
l’utilizzo di lipidi come fonte energetica. Queste osservazioni supportano un ruolo 
centrale di 3-T1AM e T0AM sulla produzione epatica di glucosio e sul 
metabolismo glucidico. Probabilmente si verifica un incremento del tono 
simpatico sulle isole pancreatiche attraverso effetti  centrali delle TAMs, e le 
proiezioni simpatiche e parasimpatiche potrebbero attivare la produzione epatica 
del glucosio.  Altro ruolo importante delle TAMs, eccetto che per rT3AM, è 
l’inibizione dell’attività della membrana plasmatica e del trasportatore della 
dopamina (DAT). Similmente, tutte le TAMs eccetto T4AM inibiscono il 
trasportatore vescicolare delle monoamine (VMAT2) che è localizzato nelle 
vescicole intracellulari e non sulla membrana plasmatica. Il trasportatore della 
serotonina è inibito esclusivamente da T2AM ma non dalle rimanenti TAMs. Il 
NET (trasportatore di epinefrine) è attivato da molte TAMs e inibito da altre 
incluso 3-T1AM. La 3-iodotironamina è dunque un inibitore di DAT, VMAT2 e 
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4. RUOLO DELLE AMINE TRACCIA IN DISTURBI 
PATOLOGICI E  RECETTORE TAAR1 QUALE 
BERSAGLIO PER NUOVE TERAPIE 
 
E’ ben noto che i disturbi dell’umore e la depressione sono legati alle 
monoammine e amine biogene, tuttavia le tironamine hanno mostrato un ruolo 
interessante al riguardo. L’interesse delle TAs nella depressione è supportata 
soprattutto dalla PEA (3-feniletilammina)
25
; un deficit di PEA o un suo errato 
turnover potrebbe essere la causa di tale disordine, essendo coinvolto nel buon 
umore, nell’aumento dell’energia fisica e nell’attenzione. Gli stessi farmaci 
antidepressivi, infatti, oltre ad aumentare i livelli di monammine, aumentano i 
livelli di PEA nel plasma. L’omologo amfetaminico β-PEA svolge un ruolo 
predominante anche nella schizofrenia. Viene sintetizzato nei capillari del cervello 
e nelle terminazioni catecolinergiche e deriva dalla decarbossilazione ad opera di 
AADC (aromatic amino acid decarbossilasi).  E’stato osservato che amfetamine e 
analoghi delle amfetamine, come PEA, potenziano la neurotrasmissione 
catecolaminergica. PEA  non è immagazzinata nelle vescicole ed è rapidamente 
degradata ad opera delle MAO-B. In ragazzini affetti da ADHD ( attention-deficit 
hyperactivity disorder) è stata riscontrata una riduzione di PEA nelle urine. Questa 
amina biogena potenzia il rilascio di dopamina,  agisce come neurostimolatore 
nella via dopaminergica nigrostriatale e potenzia il rilascio di dopamina con 
desensibilizzazione del recettore o con la sua downregulation. 
 Le TAs risultano essere coinvolte anche  nel morbo di Parkinson, in pazienti 
affetti da tale patologia sono stati riscontrati livelli elevati di TAs, in particolare di 
β-PEA a seguito dell’inibizione di MAO-B. Questa tironamina suscita crisi 
epilettiche in animali, simili a convulsioni tonico-cloniche osservate con 
pentilenetetrazolo e tali crisi vengono antagonizzate da benzodiazepine, diazepam 
e clordiazepossido suggerendo che le TAs interferiscono direttamente o 
indirettamente con la neurotrasmissione GABAergica. 
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5. STRUTTURA E FARMACOLOGIA DEL RECETTORE 
hTAAR1 (Trace amine-associated receptor 1) 
 
1) Studi struttura attività di agonisti del recettore hTAAR1 
 
Il recettore TAAR1, il quale risponde alla classe delle amine traccia, appartiene 
alla famiglia dei recettori TAAR; una famiglia di recettori orfani associati a 
proteina G di cui sono stati individuati 19 sottotipi nel ratto, 16 nel topo e 9 
nell’uomo. I recettori TAARs sono stati inizialmente identificati come GPCRs che 
rispondono ad amine traccia ma non alle amine biogene, essi sono recettori 
chemiosensoriali nell’epitelio olfattivo dei topi e percettivi di alcune amine 
volatili.  I geni TAAR, negli esseri umani e nei topi, sono stati raggruppati in una 
regione di un singolo cromosoma, la regione 600Kb. Sono stati classificati 2 
gruppi di sequenze putative del TAAR, da una parte geni funzionali (TAAR1, 
TAAR2, TAAR3, TAAR4, TAAR5, TAAR6, TAAR7, TAAR8, TAAR9) e 
dall’altra due pseudogeni (TAAR4P e TAAR7P). Tali recettori sono espressi solo 
in tracce nella maggior parte dei tessuti umani , con l’eccezione di TAAR1 a 
livello dello stomaco e dei testicoli e di TAAR8 nell’intestino, milza e testicoli. 
 Tale recettore, in particolar modo il recettore TAAR1, viene attivato da amine 
biogene quali la già menzionata T1AM, e da altre amine traccia, presenti a bassi 
livelli in diversi tessuti periferici e in diverse aree del cervello incluso le aree 
contenenti i nuclei monoaminergici e le regioni limbiche, tra queste ritroviamo la 
β-feniletilamina (β-PEA), la tiramina e l’octopamina. (Figura 7) 
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Figura 7: Struttura amine traccia e relativi trasmettitori monoamine  
GPCRs aminergici sono proteine trasmembrana eptaeliche, costituite dalle 
subunità TM1, TM2, TM3, TM4, TM5, TM6 e TM7, con una terminazione 
aminica extracellulare ed una terminazione carbossilica intracellulare. Le TAs 
mostrano maggiore affinità per il recettore TAAR1 rispetto alle amine biogene 
classiche (dopamina, noradrenalina, adrenalina, istamina e serotonina) anche se il 
TAAR1 presenta una elevata analogia con il recettore adrenergico β2 e 
serotoninergico 5HT1a. . Il legame di T1AM mediante interazione con il recettore 
TAAR1 induce la produzione di cAMP e la degradazione di cAMP attraverso 
l’attivazione di recettori adrenergici di tipo α2A triptamina e sinefrina.   
In particolare si è evidenziato l’analogia del recettore TAAR1 con il recettore 
adrenergico β2, infatti, un elevato numero di residui amminoacidici presenti nel 
recettore TAAR1 umano sono stati riscontrati nel recettore adrenergico β2. La 
presenza di questa porzione amminoacidica specifica rappresenta il fingerprint 
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motif in quanto non è stato riscontrato in nessun altro recettore GPCRs conosciuto. 
Il sito di legame di GPCRs è localizzato nella regione della trasmembrana del 
recettore. Inoltre il dominio trasmembranale del recettore mostra nelle porzioni 
extracellulari proprietà idrofobiche e nella porzione intracellulare proprietà 
idrofiliche. Nonostante non sia ancora ben chiara la struttura del recettore TAAR1, 
sono state dimostrate, mediante studi di docking
10
, delle analogie tra RO5166017 
(agonista del recettore), β-PEA  e T1AM . Mediante uno studio in silico sono stati 
valutati i residui amminoacidici coinvolti nel binding hTAAR1/agonista. Il sito di 
legame del hTAAR1 è stato identificato paragonandolo al recettore omologo β2-
adrenergico e 5-HT1a. In questo studio sono stati individuati residui W89, D113, 
C182, W264,F267, F268, N286, W291 e Y294 comuni ai tre GPCRs.
26
 Con lo 
scopo di elaborare un modello energetico del recettore TAAR1, sono state 
calcolate le ACE (atomic contact energies); a valori negativi di ACE piuttosto alti 
corrispondono interazioni con atomi idrofobici e , viceversa, alti livelli positivi 
rivelano interazioni con atomi idrofilici. L’esperimento condotto ha evidenziato 
nell’agonista RO5166017 un legame a idrogeno con i residui D113 e N312 ed 
inoltre legami con S203 e S207; di cui i primi due risultano residui comuni a tutte 
e tre i GPCRs esaminati. Sulla base di questi studi di docking si possono suggerire 
due punti chiave nell’interazione: 
 
- un legame a H tra il raggruppamento amminico e la catena laterale dell’AA   
            Asp103; 
- interazioni π-π tra il sistema aromatico ( per quanto riguarda T1AM il   
            fenile   è quello dell’inner ring a cui è legata la catena etilamminica) e gli  
            amminoacidi Trp264, Phe267 e Phe268     
 Il derivato RO5166017 mostra un ulteriore legame ad idrogeno con Thr100 
attraverso il sistema  oxazolico, mentre T1AM è coinvolto nella formazione di 2 
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Figura 8: Rappresentazione di RO5166017 (rosa) e β-PEA (bianco) nel sito di 
legame di hTAAR1 
             
Figura 9: RO5166017 (rosa) e T1AM (bianco) nel sito di interazione con 
hTAAR1 
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2) Effetto delle modifiche strutturali della TAs sull’interazione 
TAAR1 
Al fine di determinare le relazioni struttura attività (SAR) del recettore TAAR1, 
sono stati condotti studi sui recettori rTAAR1 (recettore del ratto) e mTAAR1 
(recettore del topo) che mostrano come la porzione etilamminica e quella biarilica 
della 3-iodotironamina  possano tollerare modificazioni. Gli studi sono stati 
condotti su rTAAR e  mTAAR, dai quali si riscontra una analogia del rTAAR1 
con hTAAR1. I due recettori, rTAAR1 e mTAAR1, mostrano diverse preferenze a 
livello strutturale: rTAAR1 favorisce idrocarburi insaturi come sostituenti, mentre 
mTAAR1 preferisce gruppi polari e accettori di legami ad idrogeno. Il recettore 
rTAAR1 è in grado di ospitare un anello fenilico all’interfaccia tra TM6 e TM7, in 
prossimità del residuo amminoacidico dell’asparagina 7.39. Questo dimostra 
come 3 e 5 (Tabella 1) sono deboli agonisti del recettore mTAAR1, in quanto la 
tasca del fenile accanto al residuo 7.39 è occupata da un gruppo fenolico. Tuttavia 
3 e 5 sono degli eccellenti agonisti del recettore rTAAR1, in quanto il residuo 
dell’asparagina a 7.39 è stericamente poco ingombrato e non compete con l’anello 
β-fenilico per la tasca fenilica vicino al residuo 7.39 del recettore. Queste 
osservazioni indicano che TAAR1 è in grado di ospitare un anello benzenico in 




Dunque, poiché l’isoleucina è più piccola della tirosina e approssimativamente 
simile alla asparagina, la tasca fenilica adiacente al residuo 7.39 potrebbe essere 
presente anche in hTAAR1. 
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  Tabella 1. Attività degli agonisti 1,3,5 e 11 sul recettore rTAAR1 con variazionisu TM6 e/o TM7 
 
  3) Modalità simili di legame tra T1AM e Tiramina 
 
Con lo scopo di determinare simili modalità di legame tra T1AM e Tiramina, sono 
state effettuate modifiche a carico della alanina 5.42 in rTAAR1 con treonina, 
leucina ed isoleucina. Tali modifiche hanno indotto una riduzione della potenza di 
T1AM (EC50=58±16nM) e tiramina (EC50=~2µM). Se la tiramina occupasse 
preferenzialmente la tasca dell’arile adiacente al residuo asparagina 7.39, la sua 
efficacia non verrebbe alterata da modifiche del residuo alanina 5.42. Per tale 
motivo, la tiramina è probabilmente legata a rTAAR1 mediante un gruppo 
idrossilico impegnato in un legame a H con il residuo S5.46. Questa modalità di 
legame è la stessa per T1AM con rTAAR1 e mTAAR1. Nonostante alanina, 
leucina e isoleucina siano più grandi, non sono tanto grandi da abolire il legame 
vincolante con la tasca dell’anello oppure sono sufficientemente flessibili per 
ospitarlo (Figura 10). Inoltre l’abbassamento della potenza di T1AM in mTAAR1 
è in parte causata dalla presenza di una tirosina al residuo 4.56 piuttosto che una 
fenilalanina. Tali informazioni relative alla struttura del recettore TAAR1 
costituiscono una via promettente verso la produzione di attivatori o inibitori per 
GPCRs, per l’identificazione del loro meccanismo di attivazione e per meglio 
definire le interazioni ligando/recettore.
11
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 Figura 10 : Ammine biogene GPCRs. a)Rappresentazione schematica dell’elica di GPCRs. 
b)orientazione del legame di ®-epinefrine nel sito di legame di β2AR. c)orientamento proposto del 
legame di 2 nel sito di legame di rTAAR1. d)sito di legame di mTAAR1 e)sito di legame di 
hTAAR1 
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6. CORRELAZIONE STRUTTURA-ATTIVITA'-STUDI   
    FARMACOFORICI DEL TAAR1 
 
1) Analoghi di β-PEA come agonisti del recettore TAAR1 
 
 
                                                    
 
                                                 β –feniletilammina 
 
Sulla base del ruolo svolto dalle TAs nell'eziologia delle patologie 
precedentemente discusse, numerosi chimici farmaceutici si sono dedicati alla 
sintesi di analoghi delle tironamine; con lo scopo di individuare gli elementi 
farmacoforici fondamentali per l'interazione degli stessi con il recettore hTAAR1. 
Partendo dagli effetti farmacologici indotti dalla somministrazione di  β-PEA è 
stata sintetizzati una serie di analoghi di cui è stata valutata la capacità di 
attivazione del recettore hTAAR1, dopodichè i risultati ottenuti sono stati 
utilizzati per uno studio CoMFA 3D-QSAR per l'elaborazione di un modello 
farmacoforico di hTAAR1.
4
 Sono state effettuate modifiche a carico dell’anello 
aromatico e a carico della catena etilamminica. Sostituzioni della catena 
etilamminica con singoli e piccoli sostituenti come gruppi metilici sulla posizione 
β della catena sono ben tollerati, mentre sostituzioni con due metili o con un 
gruppo fenilico, riducono la potenza. Anche i composti α sostituiti dimostrano una 
riduzione dell’attività rispetto β-PEA, così come la conversione del gruppo 
amminico primario in gruppo amminico secondario mediante N-metilazione porta 
alla riduzione dell’attività.  Per quanto riguarda l’anello aromatico, sostituzioni a 
carico delle posizioni 4 o 3 ne riducono l’attività, mentre, alcuni sostituenti come 
alogeni in posizione 2, attivano il recettore TAAR1 più di quanto lo attivi un 
                                                                          INTRODUZIONE GENERALE 
- 23 - 
 
gruppo metile in posizione 2 dell’anello. E’ stato evidenziato, infatti, che a parità 
di sostituente, l’attività si riduce passando dalla posizione 2 alla 4; l’unica 
eccezione è rappresentata dal gruppo OH, che sembra non influenzare la potenza. 
Tra i più importanti risultati ottenuti da studi CoMFA è stato evidenziato come gli 
analoghi con grandi sostituenti in N si allineino diversamente da analoghi con 
grandi sostituenti in meta e/o in para rispetto il recettore hTAAR1. Gli effetti 
ottenuti dalla N-metilazione, insieme agli effetti della sostituzione aromatica, 
indicano che analoghi di β-PEA interagiscono scarsamente a causa del loro 
ingombro sterico. Gli analoghi di β-PEA con grandi sostituenti, in particolare in 
posizione 4 dell’anello aromatico, e con sostituenti aromatici multipli, rivelano 
una ridotta efficacia. Incrementando la massa a livello della catena ammino-
terminale, mediante N-metilazione o N-dimetilazione si ha un incremento della 
potenza di β-PEA, con minimi effetti sull’efficacia. E’ stato inoltre osservato che 
aumentando l’ingombro sterico di entrambe le porzioni, aminica (mediante N-
dimetilazione) e aromatica (in posizione para) si assiste a importanti variazioni 
sia in termini di potenza sia di efficacia. (Tabella 2). 
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2) Composti imidazolici come agonisti selettivi di TAAR1 
 
Le amine traccia, quali PEA e p-tiramina, risultano essere agonisti selettivi del 
recettore TAAR1; sulla base di questa considerazione, un gruppo di studiosi, ha 
individuato composti imidazolici a basso peso molecolare, come potenti e selettivi 
agonisti del recettore TAAR1. A partire dalla 2-benzilimidazolina, è stata 
esaminata la potenza e la selettività di composti 2- e 4-benzilimidazolici.
5
 
Modifiche a carico della regione linker hanno portato alla scoperta del 4-
aminometilimidazolo, che ha un’elevata affinità verso TAAR1 e mediante un 
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sostituente N-isopropilico si ottiene una buona selettività verso il recettore α2. 
Da questo studio è emerso, che sostituenti piccoli e lipofili sono preferibili ai fini 
dell’interazione con TAAR1 e che l’introduzione di gruppi polari porta ad una 
minore attività dei ligandi. La sostituzione in meta o para  dell’anello fenilico con 
cloro, aumenta l’affinità e la selettività di legame. Inoltre la sostituzione dell’N 
con un gruppo isopropilico porta a composti più selettivi (Tabella3). 
 
                
 
         Tabella 3. Legame TAAR1 e selettività verso α2 per i composti  
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3) Antagonista selettivo del recettore associato ad amine traccia 
(TAAR1): scoperta   di  EPPTB 
 
 
Mediante uno studio HTS, sono stati identificati una serie di benzanilidi 
antagonisti TAAR1, l’ottimizzazione di questa classe di composti ha portato allo 
sviluppo di potenza di legame,  attività funzionale e selettività verso altri target 
biologici. EPPTB (RO52122773), Figura 11, è il primo antagonista selettivo 





Figura 11: Antagonista EPPTB del recettore TAAR1  
 
 Analoghi di questo composto, sono stati ottenuti mediante condensazione di 
derivati dell’acido nicotinico o benzoico e anilina opportunamente sostituita. Le 
sostituzioni a carico dell’anello anilinico hanno dimostrato che monosostituzioni 
in orto, para, meta, portano a perdita dell’affinità per il recettore; mentre, 
monosostituzioni in meta offrivano composti con alta affinità, ad eccezione del 
fenile, CF3 e MeSO2. In posizione meta sono preferiti piccoli sostituenti. La 
porzione amminica può essere sostituita da alogeni, per i quali l’aumento delle 
dimensioni porta ad un aumento dell’attività. Inoltre la sostituzione di un Br con 
un gruppo ingombrante quale un eterociclo nucleofilo, come il gruppo pirazolico 
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porta ad una riduzione dell’affinità di legame. L’introduzione di sostituenti 
ingombranti e lipofili, porta all’aumento dell’affinità di legame rispetto Br, inoltre, 
la sostituzione del nitro gruppo con un sostituente lipofilo non polarizzato come il 
CH3, porta ad una notevole perdita dell’attività. Al contrario, la sostituzione con 
sostituenti polari come acetile, o con sostituenti polari e lipofili come fluoro o 
trifluorometossi, porta solamente ad una lieve perdita di attività (Tabella 4). Infine, 
la sostituzione del cloro, con sostituenti lipofili come bromo o trifluorometile, 
incrementano l’affinità di legame per mTAAR1. E’ stato rivelato, dunque, che 














                                                                          INTRODUZIONE GENERALE 































                          
Figura 12: Agonisti del recettore TAAR1  
                                                                             
Data l’analogia strutturale e funzionale delle amfetamine alla β-PEA e alla p-
tiramina, alcuni studiosi hanno valutato la capacità dell’amfetamina e suoi 
analoghi come agonisti del recettore TAAR1. Da uno studio farmacologico, è 
stato evidenziato come psicostimolanti, allucinogeni, numerosi derivati 
dell’ergolina, ligandi adrenergici e metaboliti delle catecolamine 
(3metossitiramina, normetanefrina, metanefrina) sono ottimi agonisti del recettore 
TAAR1. L’esperimento condotto su linee cellulari HEK293, che esprimono il 
recettore rTAAR1, rivela la produzione di cAMP in seguito a somministrazione di 
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S(+)amfetamina e R(-)amfetamina, con un EC50 simile a quello ottenuto dalla β-
feniletilammina
13
. Le amfetamine agiscono direttamente sul rTAAR, perché questi 
farmaci non stimolano la produzione di cAMP nelle cellule di controllo. Il 
composto più potente in termini di attività sul recettore rTAAR, risulta essere la 4-
idrossiamfetamina, con un EC50 pari a 51nM. E’ stato dimostrato che alcalodi 
dell’ergot, quali ergometrina, diidroergotamina, dietilamide-25 dell’acido lisergico 
(LSD), agenti anti-Parkinson quali la bromocriptina e la lisuride sono attivi su tale 
recettore (Tabella 5). 
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8. PROSPETTIVE FUTURE RIGUARDO IL RECETTORE 
 h TAAR1 
 
La somiglianza strutturale tra tiroxina, T1AM e neurotrasmettitori monoamine 
suggeriscono un ruolo intrigante per T1AM sia come neuromodulatore sia come 
ormone, che può prendere parte all’azione degli ormoni tiroidei. Inoltre, la 
scoperta del recettore orfano associato a proteina G (GPCRs), e la sua analogia 
con i sistemi aminergico, dopaminergico e serotoninergico,  ha dato la possibilità 
di pensare all’esistenza di un nuovo sistema adrenergico. Diversi studi recenti dei 
suoi meccanismi molecolari d’azione hanno dimostrato che T1AM può attivare 
recettori extracellulari come il recettore associato ad amine traccia (hTAAR1) e il 
recettore α 2A adrenergico ed inoltre modulare il trasporto di membrana di  
neurotrasmettitori. Tuttavia, resta da chiarire se altri membri della famiglia TAAR 
o altri recettori della membrana plasmatica possano mediare la risposta delle 
tironamine (TAM).  
Nonostante queste limitazioni, la possibilità da parte dello stesso recettore di 
essere attivato dalle tironamine, amine biogene  presenti in minime quantità 
rispetto le note amine classiche, e il ruolo importante svolto nelle patologie 
psichiche, oppure l’importante attività come agente anoressizzante e le proprietà 
profilattiche attribuitegli per la resistenza ad ischemia, lo rende un evidente punto 
di partenza per l’elaborazione di una nuova classe di farmaci come target specifici. 
.  
